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論 文 内 容 要 旨
イ ンフルエ ンザは,毎 年 の ように世界各地で流行 を示す感染症 のひ とつであ る。その病原 因子で ある
インフルエ ンザ ウイルスは,RNAを 遺伝子 と し,脂 質二重膜 か らな るエ ンベ ロープを有 する球状 ウイル
スである。
インフルエ ンザ ウイルスの感染 は,ウ イルスの宿主細胞へ の吸着か ら始 まる。 ウイルス粒子 が宿主細胞
に吸着す る と,ウ イルス粒子 はエ ン ドサ イ トーシス によ り取 り込 まれ る。その後,エ ン ドソーム内の酸 性
環境下 で ウイルスの脱殻が起 こ り,ウ イルスRNAは 核へ 移行 する。 ウイルスの吸着か ら脱殻 に至 る過程
には主 にヘ マ グルチニ ン(HA),M2タ ンパ ク質(M2),M1タ ンパ ク質(M1)の3種 の タンパ ク質が関与す る。
HAは 宿主細胞表面 のシアル酸 を認識 して宿主細胞 に結合す る。 また,HAは 酸1生環境 下で構1造変化 し,こ
れが ウイルスエ ンベ ロー プと宿 主細胞 膜 との膜融合 を誘起す る。M2は プロ トンチ ャネル としての機 能 を
有 してお り,酸1生 環境下 で,プ ロ トンをウイルス粒 子内 に流入 させ,粒 子内 を酸性化す る。M1は ウ イル
ス粒子 中ではエ ンベ ロー プの内側 に層状 に存 在 して,ウ イルス粒 子の構造保持 を担 ってお り,M2に よる
粒子内酸 性化 に よ りM1は 可溶化 し,ウ イルスの脱殻が進行す る。
上記 の ような ウイルス感染の初期過程 に関わる3種 の タ ンパ ク質の うち,HAに 関 しては,そ の三次構
造が明 らか となってお り,シ ァル酸への結 合様式 な ど,構 造 と機能 との相 関につ いて も詳細 な研 究が なさ
れてい る。 これに対 して,M2,M1に つい ては,機 能的側面 か らの研究 は多数あ るが,構 造 に関する研究
は少な く,構 造 と機能 との相関 については,い まだ未知の部分が多い。そ こで,M2,Mlの 機能 に関 して,
構 造生物学 的な観点か ら新 たな知見 を得る ことを 目的 に研 究 を行 った。
M2は97ア ミノ酸か らなる膜貫通 タンパ ク質で,4量 体 を形成 してプロ トン選択 性の高い カチオ ンチ ャ
ネル として機能す る。 また,こ のチ ャネルの活性 は弱酸性 条件下 で上昇す るこ と,抗 インフルエ ンザ薬 と
して知 られ るアマ ンタジ ン(AMT)は,M2チ ャネルを阻害す るこ とに より抗 イ ンフルエ ンザ効果 を示す こ
とな どが知 られ てい る。
M2に ついては,ミ ュー タン トを用 いた実験か ら,膜 貫通領域 に存在す るHis37側 鎖 お よびTlp41側 鎖が
チ ャネル活性 に重要 な役割 を果 た しているこ とが示唆 されている。 そこで,M2チ ャネルのモ デル となる
こ とが報告 されている,膜 貫通領域 を含むペ プチ ドM2-TMP(M22a46)を リボ ソーム に再構城 し,His37側 鎖
お よびTrp41側 鎖のpH(pD)に よる構 造変化 を,ラ マ ン分光法 を主 に用いて解析 した。
重水溶液 の244nm励 起 ラマ ンスペ ク トルにお いて,弱 酸 【生条件 下では,His側 鎖 イ ミダゾール環の両方
の窒素が プロ トン化(重 水素化)し た ヒスチ ジニ ウム に由来す る と考 えられ るバ ン ドが1407cm"に 観測 され
た。 このバ ン ドの強度 をpDに 対 してプロ ッ トし,Hillの 式 によ り解析 した結果,His37側 鎖 のp凡 は5.74
と求 まった。 この値は,M2を 発現 させ た卵母細胞の膜 貫通電流 のpH依 存性 か ら求め られているヂ ャネル
活性 のpK5.77と 誤差範 囲内で一致 した。 したが って,His37側 鎖 のプロ トン化がチ ャネルの活性化 と密接
に相 関 してい るこ とが わか った。 また,T!p側 鎖 イ ン ドール環 由来 のラマ ンバ ン ドに関 して,244nm励 起
ラマ ンスペ ク トルで は,pH低 下 に伴 ってバ ン ド強度 の減少が観 測 された。 この強度変化 のpKは5.66で,
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上述 のHis37側 鎖 のp瓦 お よびチ ャネル活性 のpKと 一致 した。 したが って,Trp41側 鎖 の環:境もチ ャネル
活性化 と同時 に変化 す ることがわか った。 しか し一方,229nm光 を励 起光 に用いて ラマ ンスペ ク トル を
測定 する と,244nm励 起 の場合 とは逆 に,pHの 低下 に伴 いTrpバ ン ドの強度増大が観 測 され た。通常,
Trpバ ン ド強度 は,側 鎖 イ ン ドー ル環の水素結合状態や環境の疎水 性 によ り増 減す る。 しか し,こ れ らの
側鎖環境の変化で は,229nm励 起 で も244nm励 起 で も同一の強度変化 を示す はずであ る。そ こで,励 起
波長の違い によるTrpバ ン ドの強度変化 の違 い(244nm励 起で強度減少,229nm励 起で強度増大)の 原 因に
つい てモデ ル実験 によ り検討 した。その結果,弱 酸1生条件下 ではTrp41側 鎖の π電子が カチ オン と相互作
用 している と推察 される結果が得 られた。
一方
,AMTを 添加後 にpHを 弱酸性 として も,ヒ スチジニウム 由来の ラマ ンバ ン ドは観測 されなか った。
したが って,AMT存 在下 では弱酸1生条件下で もHis37側 鎖 はプロ トン化で きない と考 え られ る。
以上の結 果か ら,イ ンフルエ ンザ ウイルスがエ ン ドサ イ トー シスに より取 り込 まれ,エ ン ドソーム内の
酸性環境下 にウイル ス粒子が さらされた時,M2の 膜貫通領域 に存在す るHis37側 鎖が プロ トン化す るこ
とで,M2チ ャネル は活性化 される ことがわか った。 また,M2チ ャネルにお いては,His37側 鎖 とTrp41
側鎖 は近在 してお り,Tlp41側 鎖 は,プ ロ トン化 して正 に荷電 したHis37側 鎖 との間で,カ チオ ンーπ電子
相互作用 を形成す る と考 え られる。Trp41側 鎖 は,こ の相互作用 によ りチ ャネルの開口状態 を安定化 させ
る役割 を有す る と推察 され る。 また,AMTはHis37側 鎖の プロ トン化 を抑 制す る ことによ りM2チ ャネル
活性 を阻害 し,抗 イ ンフルエ ンザ効果 を発揮する ことが わか った。
M1は252ア ミノ酸 か らな り,エ ンベ ロープの内側 に存在 し,脂 質お よび リボ核 タンパ ク質 と結合 して,
ウイルス粒子 の構 造保持 を担 ってい る。 また,ウ イルスRNAの 合成 を抑 制 した り,合 成 され た リボ核 タ
ンパ ク質の細胞 内輸送 に関与 した りと,ウ イルス増殖過程で多様 に機能す る。
MlはN末 端側,C末 端側 の2つ の ドメイ ンか ら成 る。 この うち,N末 端側 ドメインについ ては,X線 結
晶回折 による構造解析 が行 われている。M1の 機能 につい ては,pH変 化 に伴 う構造変化が他 の構成 タンパ
ク質やRNAな どとの相互作用 を制御 する役割が ある と考 えられている。 しか し,報 告 され たpH7とpH4
の結 晶構造 におい ては,共 に7割 程度 の αヘ リックス含量 となってお り,構 造 に違いはほ とん ど見 られ な
い。そ こで,ド メイ ン問に存 在 し,Cys,His、 型Znフ ィンガーに類似 したZn結 合 モチ ー フ(Cys'48-Cys151-
Hisl59-His'62)を有 する リンカー領域が,pHに 依存 して構 造変化す る可能性 に着 目 した。 この領域 を含むペ
プチ ドMILnk(M113。166)を 合成 し,そ の構 造のZn2+濃 度 お よびpH依 存性等 につい て,円 二色性(CD)を 中心 .
に用 いて解析 した。 また,RNAと 直接結合す るとされ る塩基性 ア ミノ酸 に富 む領域 につい て も,pHに よ
る構造変化 の可能性 を模 索す るため,こ の領域 を含 むペ プチ ドMlbs(M19。.1。6)を合成 し,MILnkと 同様 の
解析 を行 った。
MILnkのN末 端側 約3分 の2は 結晶中で αヘ リ ックス をとってお り,結 晶中での環境 を模 した疎水的 な
環境 下においては,MILnkは αヘ リックス を形成す る ことを確認 した。次 に,MILnkの 二次構造 のpH依
存性 につい て調べ た。その結果,Zn2+非 存在下 では,pH依 存性 は観測 されず,中 性 か ら弱酸性条件 下で高
い αヘ リックス含量 を保持 してい た。一方,Zn2+存 在下 では,MILnkの 二次構造 は,pH5.94を 中点 とし
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て変化 した。す なわち,中 性条件下 では,MILnkの αヘ リックス含量は約半分程度 とな ったのに対 し,弱
酸1生条件下では,Zn2+非 存在下 と同程度 の αヘ リ ックス含量 となった。 さ らに,Zn2+存 在下 でのMILnkの
構造 について,ラ マ ンスペ ク トル,吸 収 スペ ク トルに より詳細 に調べ た。そ の結果,中 性条件 下で はCys
側鎖2つ(共 に側鎖S原 子),His側 鎖2つ(一 方が側鎖Nπ 原子,も う一方 が側鎖Nτ 原子)がZn2+に 対 して正
四面体型 に配位 している ことがわか った。 このZn2+へ の配位 によ り,MILnkのCys,His側 鎖周辺 は αヘ
リックス を形成で きず,ほ どけた構造 となる と考 え られ る。一方,弱 酸性条件下で は,His側 鎖が ヒスチ
ジニ ウム を形成 してい ることがわかった。 これ によ り,MILnkはZn2+と 結合で きな くな り,α ヘ リックス
を形成す る と考 えられる。
Mlbsも,対 応す る領域 は結 晶中で αヘ リックス をとってお り,疎 水的 な環境下で αヘ リックス を形成
した。 しか し,そ の二次構1造はpH依 存性 を示 さず,Zn2+と 結合す る可能性 も認 め られ なかった。 また,
Mlbsに ついて は,RNAと の相 互作用様 式 について も検討 した。その結果,中 性条件下,MlbsはRNAに
対 して結合 した時,塩 基のス タヅキ ングを増大 させ るようなRNAの 構造変化 を誘起 する ことがわかった。
しか し,弱 酸性条件下 で も,RNAと の相互作用様式 に変化 は生 じなか った。
塩基性 ア ミノ酸 に富 む領域 は,こ れまで報告 されている ようにRNAと の直接 的な結合 に重要 な役割 を
担 うが,こ の領域単独でのRNAへ の結合 能は,pHの 影響 を受 けない と考 え られる。 一方,リ ンカー領域
の構造 は,Zn2+存 在下でpHに 依存 して変化す ることか ら,リ ンカー領域の構造変化 による2つ の ドメイン
の相対配置の変化 が,他 のウイルス構城 タ ンパ ク質やRNAと の相互作 用様式 を変化 させ る と推察 され る。
ウイルス粒子 中では,約1割 のM1がZn2+と 結合 してい るとされ る。 したが って,ウ イルス感 染の初期 過
程で は,Zn2+結 合型M1が,pH低 下 に伴 いZn2÷を解離 し,こ のこ とに より生 じる リンカー領域の構1造変化
が ウイルス脱殻 の引 き金 となる と考 え られ る。
インフルエ ンザウイルスの基礎研 究 において,M2,M1の 構造 と機i能との相 関につ いては未知の部分が
多かった。本研究の結果 は,イ ンフルエ ンザ ウイルス に関する今後 の基礎研 究の礎 となる と同時 に,、これ
らタンパ ク質 を標的 とする新 たな薬物の設計 において も重要な知見 となるもの と期待 され る。
●
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審 査 結 果 の 要 旨
イ ンフルエ ンザ ウイル スの感染初期過程 に関わ るタンパ ク質 の うち,M2お よびM!タ ンパ ク質の構i造
と機能の関連は,未 だ充分 に明 らかに されてい ない。本論文 では,こ れ らの タンパ ク質 の構造 を,紫 外共
鳴 ラマ ン分光法 などの分光学的方法 によ り詳細 に検討 し,機 能発現の構造 的基盤 の一端 を明 らかに した。
M2タ ンパ ク質は酸1生条件 下,プ ロ トン選択性 の高いカチオンチ ャネル として機能す る。M2チ ャネルの
膜貫通領域 に含 まれ るHis37お よびTrp4!のpH(pD)変 化 に伴 う構造変化 を検討 した結果,His37側 鎖 の プ
ロ トン化がチ ャネルの活性化 と密接 に関連 している こと,ま た,Trp41側 鎖の環境 もチ ャネル活性化 と同
時 に変化 する ことが明 らか とな った。 また,こ の ような変花 は,M2チ ャネルの 阻害剤 であるアマ ンタジ
ン存在 下では見 られなかった。 さらに,Trp4!側 鎖 のラマ ン強度変化 を詳細 に解析 した結果,酸 性 条件 下
では,正 に荷電 したHis37の 側鎖がTrp41の 側鎖 とカチオ ンーπ電子 相互作 用 を している ことが明 らかにな
った。すなわ ち,His37の プロ トン化 に伴 ってチ ャンネルが開 き,そ の状態がTrp41と の相互作用 に よ り
安定化 され るとい う新 たなチ ャンネル開閉機構が本論文 で初め て提 案 された。
M1タ ンパ ク質は,ウ イルス粒 子のエ ンベ ロー プの内側 に層 を形成 し,ウ イルスの遺伝子 である リボ核
タンパ ク質 を保護 しているが,酸 性条件 下,可 溶化 し,ウ イルスの脱殻 を促す。従 って,中 性 か ら酸性へ
のpH変 化 に伴 って,何 らかの構i造変化がMlに 生 じるはずであ るが,M1を 構成す るN末 端側お よびC末
端側 の2つ の ドメイン内部 には,pHに 依存す る構造 変化 は見出 されていない。本論文で は,2つ の ドメ イ
ンをつな ぐリンカー部 に着 目し,pH変 化 に伴 う構 造変化 を詳細 に調べ た結果,リ ンカー部 に結合 したZn
イオンが酸1生条件 下では遊離 し,そ れに伴 い,折 れ曲が った構造か らヘ リックス構造へ と大 きな変化 が生
じるこ とが明 らか となった。すなわ ち,M2チ ャネルの開口に よ り酸性化 した ウイル ス粒子 内 におい て,
M1タ ンパ ク質の リンカー部分が構造変 化 し,そ れが引 き金 となって,ウ イルスの脱殻が生 じるこ とを示
唆す る結果が得 られた。 なお,こ の知見 は,M1タ ンパ ク質のpH感 受性 に関す る最初 の もので ある。
本論文 にお ける研究 の結果,イ ンフルエ ンザ ウイルスの感染初期過程 における重要な2つ の ステ ップ,
す なわち,M2チ ャネルの開口に伴 うウイルス粒子 内の酸性化 とそれ に引 き続 いて生 じるMlタ ンパ ク質
の可溶化 に関する構造生物学的描像が格段 に明確化 した。 これ らの知見 は,M2お よびMlた んぱ く質 を
ターゲ ッ トとした新 たな抗 イ ンフルエ ンザ薬 の開発 の基礎 と して も重要 と思 われ る。 よって,本 論文 は,1
博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認める。
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